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Microscope optique a eclairage structure modifiable 
Domaine technique de I'invention 

L'invention concerne un microscope optique adapte a l'observation de plusieurs 
sites d'un objet place dans un plan objet du microscope, comportant une source 
de lumiere, un objectif et un faisceau de lumiere issu de la source de lumiere. 

Etat de la technique 

L'observation par microscope optique (la lecture) de bio-puces,^ plus 
particulierement celles presentant un fort contraste, impose des techniques 

* 

d'eclairage adaptees : il est en effet difficile d'imager simultanement des zones 
tres lumineuses et peu lumineuses d'une meme puce en raison de la dynamique 
limitee des detecteurs. Soit ('amplification du detecteur est suffisante^pour 
visualiser les zones peu lumineuses et les zones tres lumineuses sont saturees, 
soit ('amplification du detecteur est correcte pour les zones tres lumineuses et 
trop faible pour distinguer les zones peu lumineuses du bruit. 

Des exemples d'objets fortement contrastes sont les lames a immuno- 
fluorescence dont les sites bio-actifs, presentant une fluorescence 
predetermines, sont entoures d'un revetement hydrophobe tres fluorescent. 
Certaines bio-puces comportent des substances fluorescentes dont le but est de 
passiver les surfaces, d'eviter les contaminations mutuelles des sites bio-actifs 
ou d'isoler des contacts electriques." La fluorescence de ces substances est 
souvent plus forte que celle des sites bio-actifs. Ainsi, .la mesure de 
fluorescence des sites bio-actifs est faussee par la fluorescence des zones qui 



1 er depot 



2 

entourent les sites bio-actifs. C'est le cas, par exemple, de certaines puces 
d'ADN a electropolymerisation ou aux micro-plaques a puits. 

* Dans le cadre de mesures de cinetiques de reaction, ('illumination prolongee de 
5 certaines zones peut detruire la fluorescence, entraTnant ainsi une perturbation 
des resultats. 

Differentes solutions existent pour eviter les problemes de contraste, par 
exemple I'emploi de materiaux de support peu fluorescents, de revetements 

10 protecteurs ou d'ecrans. Ces solutions imposent des contraintes qui augmentent 
le cout des dispositifs d'experience et qui ne sont pas applicables dans tous les 
cas. Un autre moyen consiste a utiliser des detecteurs equipes d'un systeme 
d'anti-eblouissement. Cette solution presente des limitations (la reponse non- 
lineaire du detecteur ou la faible efficacite du systeme d'anti-eblouissement) et 

15 ne permet pas de resoudre des problemes lies a la diffraction de la lumiere par 
les optiques de collection, phenomene qui etale Tenergie lumineuse des regions 
intenses dans les regions faiblement lumineuses. 

L'alternative consiste a utiliser un systeme de lecture point par point (un 
20 ' scrutateur) : I'eclairement de la surface est alors effectue par un petit point 
lumineux qui se deplace. Cette solution est tres efficace lorsque la remanence 
du detecteur est faible devant la vitesse de balayage et que le contraste reste 
modeste. Cette solution est mal adaptee lorsque la lecture doit se faire en fond 
de puits comme c'est le cas pour des micro-plaques ou certaines bio-puces car 
25 leS'bords des puits reduisent le tailie du faisceau lumineux, done Pefficacite de la 
mesure au niveau des fonds des puits. Les composants mecaniques et 
electroniques necessaires pour assurer le balayage sont couteux et difficiles a 
mettre en oeuvre. 
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Objet de ['invention 

L'invention a pour but de remediera ces inconvenients et, plus particulierement, 
de fournir un eclairage structure adapte. 

Selon ('invention, ce but est atteint par le fait que le microscope comporte un 
ecran de transmission optique modifiable, comportant des zones presentant 
chacune un premier etat passant et un deuxieme etat ferme, place sur le trajet 
du faisceau optique en amont de I'objet et apte a generer dans le plan objet une 
image co'fncidant sensiblement avec les sites a observer de I'objet. 

Selon un developpement de {'invention, I'ecran de transmission optique 
modifiable comporte, une matrice de miroirs, chacun des miroirs presentant une 
premiere position permettant de reflechir le faisceau de lumiere vers I'objet et 
une deuxieme position permettant d'ecarter le faisceau de . lumiere du *trajet 
optique menant a Tobjet. , : ; £l 

i Selon un autre developpement de ['invention, I'ecran de transmission optique 
.modifiable comporte une matrice d'elements a cristaux iiquides chacun des 
elements a cristaux Iiquides presentant un premier etat transparent et un 
deuxieme etat opaque. 

Selon un mode de realisation preferentiel, les elements a cristaux Jiquides de la 
matrice d'elements a cristaux Iiquides presentent au moins un troisieme etat 
polarisant. 
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* 

Description sommaire des dessins 

D'autres avantages et caracteristiques ressortiront plus clairement de la 
description qui va suivre de modes particuliers de realisation de ('invention 
5 donnes a titre d'exemples non limitatifs et representes aux dessins annexes, 
dans iesquels : 

Les figures 1 et 2 represented respectivernent un objet et un ecran adapte a 
I'objet. 

10 Les figures 3 et 4 illustrent deux modes de realisation particuliers d'un 
microscope selon I'invention. 

Les figures 5 et 6 represented des ecrans modifiables pouvant etre utilises 
respectivernent dans les microscopes selon les figures 3 et 4. 
Les figures 7 et 8 illustrent deux modes de realisation particuliers d'un 
15 microscope selon I'invention. 

Description de modes particuliers de realisation. 

20 Les figures 1 et 2 represented respectivernent un objet 1 comportant plusieurs 
' " sites 2 destines a etre observes par I'intermediaire d'un microscope optique et 
un ecran 3 de transmission optique modifiable, comportant des zones 
presentant chacune un premier etat passant et un deuxieme etat ferme. Sur la 
figure 2, des zones 4 represented des zones passantes et des zones 5 

25 represented des zones fermees. 

La figure 3 represente un mode de realisation d'un microscope 6 optique adapte 
a Pobservation de plusieurs sites 2 d'un objet 1 place dans un plan objet 7 du 
microscope 6, comportant une source 8 de lumiere et un faisceau de lumiere 
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issu de la source 8 de lumiere selon un trajet^ optique 9. Un ecran 3 de 
transmission optique modifiable est place sur le trajet 9 optique. L'ecran 3 est 
apte a generer une image dans le plan objet 7, I'image comcidant sensiblement 
avecjes sites 2 de I'objet 1. Un objectif 10, dispose entre l'ecran 3 et I'objet 1, 
permet d'observer I'objet 1. Sur la figure 3, l'ecran 3 de transmission optique 
transmet la lumiere par transparence. Ainsi, sur la figure 3, le trajet 9 optique 
traverse l'ecran 3. L'ecran peut etre dispose dans un tube d'eclairage du 
microscope. 

La figure 4 illustre un autre mode de realisation d'un microscope 6 optique, dans 
lequel l'ecran 3 de transmission optique transmet la lumiere par reflexion. Ainsi, 
le faisceau lumineux emis par la source 8 de lumiere est reflechi par un premier 
miroir 11a, place sur le trajet optique 9. Le faisceau reflechi par le premier miroir 
11a est ensuite reflechi par l'ecran 3, dispose seosibjement parallefement a un 
axe ailant de la source de lumiere 8 a I'objet 1 . Le. faisceau reflechi par l'ecran 3 
est ensuite reflechi par un second miroir 11b, place sur Paxe ailant de la source 
de lumiere 8 a I'objet 1, de maniere a atteindre I'objet 1 a travers ['objectif 10. : 

La figure 5 represente un ecran 3 de transmission optique modifiable pouvant 
etre utilise dans un montage en transmission, par exemple .dans un microscope 
selon la figure 3. L'ecran comporte une matrice d'elements 12 a cristaux 
liquides, chacun.des elements 12 a cristaux liquides presentant un premier etat 
transparent et un deuxieme etat opaque dependant d'une commande appliquee. 
L'ecran 3 est illumine par des rayons 13 de lumiere. Un rayon 13a de lumiere 
arrivant sur un element 12a dans un etat opaque est bloque,par l'ecran, tandis 
qu'un rayon 13b de lumiere arrivant sur un element 12b dans un etat 
transparent est transmis par l'ecran. . 
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La figure 6 represente un ecran 3 de transmission optique modifiable pouvant 
etre utilise dans un montage en reflexion, par exemple dans un microscope 
selon la figure 4. L'ecran comporte une matrice de miroirs 14, chacun des 
miroirs 14 presentant une premiere position permettant de reflechir la lumiere 
5 vers I'objet et une deuxieme position permettant d'ecarter la lumiere du trajet 9 
optique. Ainsi, sur la figure 6, un rayon 13b de lumiere arrivant sur un miroir 14b 
dans la premiere position (parallele au plan de l'ecran 3 sur la figure 6) est 
reflechi selon un trajet optique lui permettant d'atteindre I'objet 1, tandis qu'un 
rayon 13a de lumiere arrivant sur un miroir 14a dans la deuxieme position 
10 (inclinee par rapport au plan de Pecran 3 sur la figure 6) est ecarte du trajet 
optique atteignant I'objet 1 . 

De maniere generate, la mesure peut etre realisee avec des techniques de 
mesure de transmission (photometrie d'absorption), de reflexion (photometrie en 
reflexion) et de fluorescence. Les figures 7 et 8 sont des variantes de realisation 
des microscopes des figures 3 et 4, dans lesquelles I'objet 1 est dispose entre 
I'objectif 10 et l'ecran 3 de transmission optique modifiable. Ainsi Pobjectif 10 
mesure la transmission de la lumiere par I'objet 1. Dans le mode de realisation 
particulier represente a la figure 7, ['ecran 3 de transmission optique modifiable 
est : dispose directement sur I'objet 1 . 

Certains materiaux comme les cristaux liquides ont des proprietes de 
polarisation de la lumiere. II est alors possible de programmer la direction de 
polarisation de ('excitation pour chaque site 2 en fonction des criteres de 
25 mesure. Dans un mode de realisation particulier d'un microscope 6, comportant 
un ecran 3 de transmission optique a base de cristaux liquides, les elements a 
cristaux liquides presentent au moins un troisieme etat polarisant. Par exemple, 
les elements peuvent presenter deux etats polarisants orthogonaux. Ainsi, 
certains sites 2a (figure 1) peuvent etre eclaires avec une premiere direction de 
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polarisation a.travers des zones passantes 4a associees (figure 2) et d'autres 
sites 2b peuvent etre eclaires avec une polarisation orthogonale a la premiere 
direction a travers des zones passantes 4b associees (figure 2). Ces mesures 
polarisees permettent par exemple de differencier des molecules longues des 
molecules courtes, dans des applications de sequengage de I'ADN ou de 
detection de mutation. 

Un microscope 6 selon ('invention permet d'adapter Peclairage a Pobjet 1 , dans 
I'espace et dans le temps, en programmant Pecran 3 de transmission optique. 

Afin d'eclairer un objet 1 de structure connue, I'eclairage doit etre adapte a 
Porientation et a la position exacte de Pobjet 1 dans le plan objet 7. Pour cela, 
une premiere image de Pobjet 1 , via un ecran 3completement passant, revele/la 
structure, la position exacte et Porientation de Pobjet. Par comparaison o r u 
correlation avec le modele theorique de la structure connue, la transmission 
optique de Pecran 3 peutetre adaptee automatiquement, par programmation^a 
la position exacte et aj'orientation de Pobjet 1, de maniere a ce que I'eclairage 
corresponde a Peclairage des sites 2 destines a etre observes. r ^ 

Afin d'eclairer un objet 1 de structure inconnue, une analyse est effectuee sur 
une premiere image de Pobjet 1 , via un ecran 3 compietement passant. Ainsi, 
les zones a observer sont reperees et la transmission optique de Pecran 3 est 
adaptee a la structure ainsi reperee, de maniere a ce que I'eclairage 
corresponde a Peclairage des sites 2 destines a etre observes. Ainsi, les zones 
4 de Pecran prennent automatiquement la forme des sites 2 a observer. 

L'ecran 3 de transmission optique modifiable permet egalement de changer 
Pimage de Pecran 3 pendant une mesure. II est ainsi possible de suivre de 
maniere plus fiable une cinetique en s'affranchissant de la photo-extinction d'un 
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marqueur. Dans le cas d'un objet 1 structure en plots contenant des molecules 
(oligonucleotides, complementaires d'une sequence donne ; e, anticorps 
specifiques d'un antigene, etc.), des sites 2a et 2b (figure 1) des plots 
reactionnels ne sont pas eclaires simultanement, mais un premier site 2a est 
eclaire d'abord et un deuxieme site 2b est eclaire ensuite, respectivement par 
I'intermediaire de zones 4a et 4b (figure 2) correspondantes de I'ecran 3^ Par 
consequent, chaque mesure ne tient compte que du site eclaire. Ainsi, on limite 
la photo-extinction et ('information recueillie est specifique de la cinetique de la 
reaction qu'on souhaite etudier. Le passage de I'eclairage du premier site 2a au 
deuxieme site 2b peut etre fait apres un certain nombre de lectures, lorsque 
I'utilisateur considere que le premier site 2a n'est plus exploitable. 

Une autre application d'un ecran 3 de transmission optique modifiable est 
I'eclairage de differents sites 2 pendant des durees differentes. Par exemple, un 
premier site 2a de I'objet 1 (figure 1) peut etre eclaire moins longtemps qu'un 
deuxieme site 2b de I'objet 1. Pour ce faire, I'ecran 3 est ferme dans la zone 4a 
correspondante au premier site 2a de I'objet 1 alors que I'ecran 3 reste passant 
dans la zone 4b correspondant au site 2b, de maniere a eclairer le deuxieme 
site 2b. L'avantage d'une telle methode est de permettre une grande dynamique 
de detection malgre un detecteur saturant Par exemple, deux sites (2a et 2b) 
dont les niveaux d'emission sont tres differents peuvent etre situes sur un objet 
1. Le site 2a emet un equivalent de 200 NG (niveau de gris), le site 2b emet 
1'equivalent de 20000 NG et le detecteur sature a 255NG. II faut integrer cent 
fois moins longtemps le site 2b que le site 2a. Au depart de la mesure, I'ecran 3 
est transparent pour les sites 2a et 2b. Si la mesure pour obtenir un bon signal 
en provenance du site 2a doit durer 60s, on obture specifiquement la zone 4b 
conjuguee au site 2b au bout de 0.6s pour eviter que le detecteur ne sature. 
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Aujourd'hui, la resolution de I'ecran peut atteindre 1024x768 pixels elementaires 
pour les matrices de cristaux liquides. Des matrices de micro-miroirs, permettant 
de reflechir la lumiere de fagon selective en fonction d'une commande 
appliquee, peuvent atteindre une resolution du meme ordre. 

L'invention n'est pas limitee aux modes de realisation particuliers representes ci- 
dessus. En particulier, le trajet optique allant de la source de lumiere 8 a Tobjet 
1 peut comporter un miroir semi-reflechissant ou une lame separatrice de 
longueur d'onde disposee entre I'ecran 3 et Pobjet 1 . 
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Revendications 

1. Microscope optique adapte a I'observation de plusieurs sites (2) d'un objet 
5 (1) place dans un plan objet du microscope, comportant une source de lumiere 

(8), un objectif (10) et un faisceau de lumiere issu de la source de lumiere, 
microscope caracterise en ce qu'il comporte un ecran (3) de transmission 
optique modifiable, comportant des zones (4) presentant chacune un premier 
etat passant et un deuxieme etat ferme, place sur le trajet du faisceau optique 
io en amont de I'objet et apte a generer dans le plan (7) objet une image 
comcidant sensiblement avec les sites (2) a observer de I'objet. 

2. Microscope selon la revendication 1, caracterise en ce que I'ecran (3) de 
transmission optique modifiable comporte une matrice de miroirs (14), chacun 

15 des miroirs presentant une premiere position (14b) permettant de reflechir (e 
faisceau de lumiere vers I'objet (1) et une deuxieme position (14a) permettant 
d'ecarter le faisceau de lumiere du trajet optique menant a I'objet. 

3. Microscope selon la revendication 1, caracterise en ce que I'ecran (3) de 
20 transmission optique modifiable comporte une matrice d'elements (12) a 

cristaux liquides chacun des elements a cristaux liquides presentant un premier 
etat transparent (12b) et un deuxieme etat opaque (12a). 

4. Microscope selon la revendication 3, caracterise en ce que les elements a 
25 cristaux liquides (12) de la matrice d'elements a cristaux liquides presentent au 

moins un troisieme etat polarisant. 
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5. Microscope selon Tune quelconque des revendications 1, 3 et 4, caracterise 
en ce que I'ecran (3) de transmission optique modifiable est dispose directement 
surl'objet (1). 

6. Microscope selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en 
ce que I'objet (1) est dispose entre Pobjectif (10) et I'ecran (3) de transmission 
optique modifiable. 
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Figure 2 




Figure 3 




Figure 4 
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S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU MANDATAIRE 
(Nom etqualft du signataire) 



Gerard Hecke 
CPI 95-1201 



Marie-Andree Jouvray 
CPI 01-0410 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPI. 



regue le 17/01/03 



IN 5 ! 



m 

BREVET D'INVENTION 

CERTIFICAT D'UTILITt ir 11235-03 



"^^"LwiSJIioi Code de la proprtete intellectuelle - Livre VI 

LA PHQP RIETI 

mDVsrmiLLC 

DEPARTEMENT DES BREVETS DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° 2/ 2 

26 bis, rue de Saint Petersbourg (A fournir dans le cas ou les demandeurs et 

75800 Paris Cedex 08 les inventeurs ne sont pas les memes personnes) 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Telecopie : 33 (!) 42 94 86 54 



; i 



DB 113® W/ 270601 



Vos references pour ce dossier (facultatif) 


PA1660FR | 


N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 





TITRE DE UINVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

Microscope optique a eclairage structure modifiable 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

Commissariat a I'Energie Atomique 



DESIGNE(NT) EN TANT QU f INVENTEUR(S) : 



Q Norn 


Hizo 


Prenoms 


Phitippe — 


Adresse 


Rue 


25 chemin de Chantemerle 


Code postal et vilie 


38/00 La Iroche 


Societe d'appartenance (facultatif ) 




Q Norn 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 




Societe d'appartenance (facultatif) 




H Norn 




Prenoms 




Adresse 


Rue 




Code postal et ville 




Societe d'appartenance (facultatif) 





S il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages, 



DATE ET SiGNATURE(S) 

du (des) demandeur(S) Gerard Hecke Marie-Andree Jouvray 

OU DU MANDATAIRE CPI 95-1201 CPI 01-0410 

(N m etqualrte du signataire) 

^_ 

La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPI. 



